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Nanodelci titanovega dioksida (ND TiO2) se zaradi svojih edinstvenih lastnosti pogosto 
uporabljajo v industriji, vendar pa so posledice izpostavljenosti ND še neraziskane. V 
splošnem velja, da so ND TiO2 relativno varni, čeprav nekatere študije kažejo, da 
izpostavljenost ND lahko vpliva na celično delitev, povzroča konstrikcijo jedrne membrane, 
mitohondrijsko disfunkcijo in apoptozo, kar vodi v različna obolenja, npr. pljučno fibrozo, 
kronično vnetje in srčnožilna obolenja. Zaradi neraziskanih učinkov ND na celičnem nivoju, 
smo preučili vpliv nanocevk titanovega dioksida (TiO2NC) na morfologijo mitohondrijev 
LA4 pljučnih epitelijskih celic, ki smo jih izpostavili nanocevkam. Mitohondrije LA4 celic 
smo označili s fluorescenčnim barvilom »Mitotracker« in spremljali njihovo morfologijo s 
pomočjo superločljive STED mikroskopije na osnovi praznjenja vzbujenih stanj, s stimulirano 
emisijo (»Stimulated Emission Depletion microscopy«). Rezultati izvedenih poskusov kažejo, 
da TiO2NC predvsem pri nizkih koncentracijah (razmerje med površino celic in površino ND 
1:1, 1:10) ne vplivajo na preživetje pljučnih epitelijskih celic in da povzročijo le prehodne 
spremembe v mitohondrijski morfologiji. Pokazali smo, da je po treh urah inkubacije LA4 
celic z različnimi koncentracijami TiO2NC (1:1, 1:10 in 1:100), dolžina mitohondrijev 
bistveno krajša od negativne kontrole (brez ND) oziroma je podobna pozitivni kontroli 
(H2O2). Po dveh dnevih inkubacije se morfologija mitohondrijev povrne v prvotno stanje, 
kljub temu, da so ND še vedno prisotni, kar nakazuje, da se pri dolgotrajni izpostavljenosti 
nizkim koncentracijam TiO2NC, mitohondrijska mreža povsem obnovi. Celice vzdržujejo 
integriteto in funkcionalnost mitohondrijev na več načinov: z encimi, antioksidanti, 
popravljalnimi mehanizmi in indukcijo razpada poškodovanih mitohondrijev, s procesom 
fuzije in fizije, itd. Rezultati magistrskega dela nakazujejo na mehanizem, ki preprečuje 
toksične učinke TiO2NC na pljučne epitelijske celice, in sicer z nastankom bionanoagregatov 
na zunanji celični membrani. Opazili smo namreč, da vzpostavitev prvotne mitohondrijske 
morfologije sovpada z nastankom bionanoagregatov. 









Titanium dioxide nanoparticles (TiO2NP) are frequently used in a wide variety of applications 
because of their unique properties, but the consequences of exposure remain as-yet-unknown. 
In general, TiO2NP are relatively safe, however some studies corelate the exposure of 
nanoparticles with toxic effects, such as altered cell cycle, constriction of nuclear membranes, 
mitochondrial dysfunction and apoptosis, which leads to different diseases (pulmonary 
fibrosis, chronic inflammation and cardiovascular diseases). To determine the consequences 
of TiO2NP exposure on cells, we evaluated the effect of titanium dioxide nanotubes (TiO2NT) 
on fluorescently labelled (Mitotracker) mitochondrial network of murine lung epithelial (LA-
4) cells, with stimulated emission depletion microscopy (STED). STED is based on 
stimulated emission, which supresses the fluorescent emmision from fluorophores away from 
the center of excitation. The results show that especialy low concentrations TiO2NT (1:1/ 1:10 
cell surface to nanoparticle surface ratio) alter the mitochondrial morphology only transiently. 
Three hours after incubation of LA4 cells with different concentrations of TiO2NT (1:1/ 1:10/ 
1:100), the mitochondria were fragmented and similar to positive control (H2O2), in 
comparison to negative control, where the length of mitochondria were significantly longer. 
48 hours after incubation of LA4 cells with TiO2NT (1:1/ 1:10/ 1:100), we noticed, that at low 
concentrations of TiO2NT (1:1 and 1:10), the mitochondrial network regenerated, even though 
nanoparticles were still present. Cells maintain integrity and functionality of mitochondria 
with various mechanisms: with antioxidants, repair mechanisms and degradation of defective 
mitochondria, with fission and fusion of the mitochondrial network. Our results show one 
more mechanism, which prevents toxic effects of TiO2NT: production of bionanoagregates on 
the outer cell membrane. We have observed that the establishment of the original 
mitochondrial morphological structure coincides with the formation of bionanoaggregates. 












BSA – goveji serumski albumin 
COX – ciklooksigenaza 
DNA – deoksinukleinska kislina 
EM – elektromagnetno valovanje 
H2O2 -  vodikov peroksid 
MCF-7 - humane prsne adenokarcinomske celice  
IL – interlevkin 
INOS – inducibilna sintaza dušikovega oksida 
NC - nanocevke 
ND – nanodelci 
NM – nanomaterial 
MiNA – analiza mitohondrijske morfologije (»mitochondrial network analysis«) 
MtDNA – mitohondrijska deoksinukleinska kislina 
MtRNA – mitohondrijska ribonukleinska kislina 
Mfn-2 – mitofuzin -2 
ROS – reaktivne kisikove spojine 
STED microscopy -  mikroskopija na osnovi praznjenja vzbujenih stanj s stimulirano emisijo 
(Stimulated Emission Depletion) 
TiO2NC - nanocevke titanovega  dioksida 
TNF-α – tumor nekrotizirajoči faktor 









1  UVOD 
1.1 NANOTEHNOLOGIJA 
Nanotehnologija obsega multidisciplinarno področje raziskav in obvladovanja lastnosti snovi 
v nanometrskem merilu in danes sodi med najaktualnejša znanstvena področja. V 
nanotehnologiji uporabljamo nanodelce (ND) organskega ali anorganskega izvora, ki vsaj v 
eni dimenziji merijo 1-100 nm in se od kemijsko enakih makro delcev razlikujejo po 
kemijskih, električnih, reoloških, magnetnih, optičnih, mehanskih in strukturnih lastnostih. 
Ker uporaba nanomaterialov (NM), kot je titanov dioksid strmo narašča in v prihodnosti 
pričakujemo apliciranje NM v medicinske, diagnostične in terapevtske namene, je pomembna 
natančna opredelitev interakcij NM z biološkim sistemom, še pred njegovo aplikacijo in vivo 
(1, 2). 
1.2 INTERAKCIJE NM Z BIOLOŠKIMI SISTEMI 
Spremenjene fizikalno-kemijskih lastnosti ND se večinoma odražajo v povečani biološki 
reaktivnosti ND. Interakcije ND z biološkimi sistemi so v veliki meri odvisne od njihove 
velikosti in površine, namreč z manjšanjem velikosti delca, se veča njegova površina glede na 
volumen. Prav tako imajo ND spremenjeno razmerje med atomi na površini in v notranjosti 
oz. več atomov se nahaja na površini, atomi na površini pa nimajo vseh sosedov, kar poveča 
njihovo kemijsko aktivnost. Tudi površinske lastnosti, npr. naboj (zeta potencial), oblika in 
kemijske modifikacije površine ND pripomorejo k biološki prepoznavnosti ND. Na biološki 
potencial ND pomembno vpliva tudi sposobnost delcev za agregacijo in adsorpcijski potencial 
ND za proteine in lipide. Pokazali so, da se v bioloških tekočinah (npr. v krvni plazmi in 
znotrajcelični tekočini), na površini ND oblikuje proteinska korona (3, 4). 
1.2.1 VPLIV NASTANKA KORONE NA USODO ND 
Vsak NM ima edinstveno zgradbo korone, ki je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti NM, 
biološkega okolja in časa izpostavljenosti NM, proteinom. Korono sestavlja notranja trda in 
zunanja mehka korona, s čemer opisujemo proteine, ki imajo visoko/nizko afiniteto do 
površine ND. V obeh slojih korone so dokazali prisotnost albumina, fibrinogena, protrombina 







Proteinska korona igra ključno vlogo pri prevzemu, porazdelitvi ND v celice, biološki 
prepoznavnosti ND in imunskem odzivu, biokompatibilnosti/toksičnosti in izločanju ND iz 
celice. Npr. vezava IgG in fibrinogena bi naj aktivirala mehanizme fagocitoze, kar pripomore 
k odstranitvi ND iz krvnega obtoka, medtem ko vezava serumskega albumina in 
apolipoproteinov na ND podaljša njihov obstoj v krvi (3, 4). Z vezavo proteinov komplementa 
na površino ND se aktivira komplement predvsem po klasični poti in povzroča vnetje. Do 
imunogenih učinkov pride, ker nekateri ND povzročajo konformacijske spremembe in 
denaturacijo vezanih proteinov. Npr. ND TiO2 povzročajo konformacijske spremembe 
tubulina, ND zlata pa konformacijske spremembe v albuminu. Predvidevajo, da 
konformacijske spremembe vezanih proteinov, ki jih povzročijo ND, privedejo do 
izpostavljenosti proteinskih epitopov na površino in posledično povečane imunogenosti. Tudi 
kemijske modifikacije površine ND imajo lahko podobne učinke, npr. poliakrilna kislina na 
površini zlatih ND, povzroči razvitje adsorbiranega  fibrinogena, ki nato reagira z levkocitnim 
receptorjem, makrofagnim-1 antigenom (MAC-1), ki sproži vnetni odziv (5). Toksične učinke 
in zmanjšano celično viabilnost povzročajo predvsem pozitivno nabiti ND, ki so zmožni 
vezave na negativno nabito membrano, kar lahko vodi v porušenje membranske integritete. 
Omenjeno so dokazali na pozitivno nabitih polistirenskih ND ovitih v proteinsko korono, ki 
se privzamejo v lizosome, kjer se korona razgradi, pozitivno nabite skupine ND pa 
poškodujejo lizosomske membrane (6). Potencialni toksičnosti ND se lahko izognemo s 
spreminjanjem površinskih lastnosti ND, npr. z povečanjem hidrofilnosti površine ND in z 
obloženimi ND, npr. z govejim serumskim albuminom (BSA) (5 ,6). V primeru obloženih 
ogljikovih nanocevk (CNT) ali silike, z BSA, le ta preprečuje neposredno vezavo ND na 
celično površino in toksične učinke CNT (citotoksičnost), silike (hemoliza rdečih krvničk),  ki 
so jih opazili pri neobloženih ND (3, 5). Zmanjšana toksičnost v primeru obloženih ND z 
BSA tako dokazuje pozitivni vpliv proteinske korone, ki se oblikuje v bioloških tekočinah. 
Proteinska korona prav tako pripomore k stabilizaciji ND (npr. cinkovega oksida in srebrovih 
ND) in tako preprečuje sproščanje toksičnih ionov in nastanek ROS (5). 
TiO2 imajo sicer nižji adsorpcijski potencial za plazemske proteine v primerjavi z drugimi 
pogosto uporabljenimi ogljikovimi NM, vendar to ne pomeni, da ne tvorijo proteinske korone. 
Vezava serumskih proteinov na TiO2NC preprečuje fototoksične učinke TiO2NC, vzbujenih z 
UV svetlobo (3,4). Na površino TiO2 NC se adsorbirajo tudi (fosfo)lipidi celičnih membran, 
vključno s transmembranskimi proteini, kot je na primer tkivni dejavnik, kar bi potencialno 






1.3 TITANOV DIOKSID 
Titanov dioksid spada med petdeset najpogostejših kemikalij, ki jih izdelujejo in uporabljajo 
po vsem svetu. Prav tako ga v velikih količinah najdemo v naravi, pojavlja se namreč v več 
različnih kamnitih in mineralnih peskih. Najpogosteje ga pridobivajo iz železove rude, 
ilmenita (FeTiO3). Titan je deveti najpogostejši element v zemeljski skorji (8). 
Titanov dioksid je bel trd, amorfen in nehigroskopen prah brez vonja in okusa, anorganskega 
izvora. Nahaja se lahko v več različnih kristaliničnih oblikah; rutil, brukit in anataz. Rutil je v 
primerjavi z anatazom termodinamično bolj stabilna oblika, z manjšo fotokatalitsko 
aktivnostjo1(8, 9). 
TiO2 so v komercialnih proizvodih prvič uporabili leta 1923, danes pa ga letno svetovna 
industrija porabi slabih pet milijonov ton. TiO2 se v pigmentni in ultrafini obliki uporablja v 
najrazličnejših industrijskih in potrošniških izdelkih, med drugim v barvah, premazih, lepilih, 
papirju in lepenkah, plastiki in gumi, tiskarskih barvah, premazih blaga in tekstila, 
katalizatorskih sistemih, keramiki, talnih oblogah, kritinah, kozmetiki in farmacevtskih 
izdelkih, sredstvih za čiščenje vode, živilski, avtomobilski industriji, itd. Pigmentna oblika 
TiO2 se zelo pogosto uporablja kot barvilo, saj daje filmsko obloženim tabletam in 
želatinastim kapsulam značilno belo barvo. Za razpršitev vidne svetlobe in posledične 
neprosojnosti so potrebni delci, približno za pol manjši od valovne dolžine svetlobe, torej 
velikosti od 200-350 nm. Ultrafini TiO2 se pojavlja v transparentni obliki in se pogosto 
uporablja v kozmetičnih/dermatoloških izdelkih kot UV filter. Namreč manjši delci, manj 
sipajo svetlobo in obenem bolj učinkovito absorbirajo UV svetlobo. Ustrezna velikost ND 
TiO2 kot UV filtra znaša okoli 15-50 nm. Ultrafini TiO2 je prav tako nepogrešljiv 
fotokatalizator pri denitrifikaciji v izpušnih sistemih avtomobilov, elektrarn, itd., s čimer se 
minimalizira učinek na okolje (8, 9). 
1.4 IZPOSTAVLJENOST NANODELCEM TITANOVEGA DIOKSIDA 
ND TiO2 smo večinoma izpostavljeni dermalno ali z inhalacijo. Večina študij in vivo in in 
vitro navaja, da delci TiO2 (pigmentnega ali ultrafinega) ne penetrirajo zdrave ali od UV 
opečene kože (8, 10, 11, 12). Po dermalni izpostavljenosti TiO2 ND, so le te zaznali le v 
poroženeli plasti (stratum corneum), v najbolj zunanji plasti povrhnjice (epidermis), ampak ne 
v živem delu povrhnjice in globjih plasteh kože. Nekdanja Evropska znanstvena komisija za 
 






kozmetične in neživilske izdelke je zaključila, da je TiO2 v kristalinični obliki (anataz, rutil) 
»varen« za uporabo v dermalnih/kozmetičnih izdelkih na zdravi ali opečeni koži, v največji 
možni koncentraciji, ki znaša 25 %, saj se tako koža zaščiti pred škodljivimi učinki 
ultravijoličnega sevanja. Točni podatki o varnosti uporabe TiO2 ND na poškodovani kožni 
barieri so zaenkrat še neraziskani (10, 11).  Nasprotno pa so pokazali, da inhalirani ND TiO2 
povzročajo poškodbe pljuč, prav tako lahko iz pljuč preidejo v centralni živčni sistem in 
sistemski krvni obtok ter lahko dosežejo ledvice, jetra in druge organe, kjer lahko povzročajo 
oksidativni stres, histopatološke spremembe, nastanek tumorjev, citotoksičnost, 
genotoksičnost in vplivajo na imunski sistem (7, 9). Večina toksičnih učinkov različnih TiO2 
je bilo dokazanih na podlagi in vitro in ex vivo eksperimentov, medtem ko so in vivo podatki 
glede posledic izpostavitve TiO2 slabo opredeljeni (9). 
1.5 TOKSIČNI UČINKI TiO2 ND 
Toksični učinki TiO2 so odvisni od številnih dejavnikov, kot so: čas izpostavljenosti celic ND, 
interakcije ND s proteini in lipidi oz. tvorba lipidno proteinske korone, koncentracija ND in 
fizikalno-kemijske lastnosti ND. Glavne fizikalno kemijske lastnosti, ki pomembno vplivajo 
na toksičnost TiO2 ND in privzem ND v celico so; velikost, kristalinična oblika, oksidacijska 
sposobnost in zmožnost fotoaktivacije, hidrofilnost/hidrofobnost, naboj, topnost, zmožnost 
agregacije, itd. (13). Velikost ND igra ključno vlogo pri biološki inertnosti TiO2 (14, 15).  
Dokazali so, da so ND TiO2 večji od 100 nm, biokompatibilni in večinoma ne povzročajo 
cito- in genotoksičnosti (16). Z manjšanjem velikosti ND se praviloma veča njihova kemijska 
reaktivnost in možnost privzema ND v celice. ND TiO2 se lahko vgradijo v celično membrano 
in v celice v glavnem prehajajo z aktivnim procesom endocitoze in s pasivno difuzijo. 
Pomemben od aktina odvisen endocitozni mehanizem je fagocitoza. Ugotovili so, da 
alveolarni makrofagi učinkovito odstranijo ND velikosti nad 500 nm ali agregirane ND, kar 
pa ne velja za ND TiO2 manjših velikost (npr. 20 nm), ki posledično ostajajo v tkivih in 
celicah.  V celicah se zlijejo z lizosomi in vežejo s celičnimi organeli. Vežejo se na lipide in 
proteine in kot že omenjeno s konformacijskimi spremembami proteinov pomembno vplivajo 
na njihovo aktivnost in funkcijo, prav tako lahko prehajajo tudi v celično jedro in povzročajo 
zlome in mutacije DNA (15). 
Predvsem anatazno kristalinično obliko v in vitro pogojih povezujejo z zmanjšanjem celične 
viabilnosti in povečanjem provnetnega imunskega odziva pa tudi z povečanim oksidativnim 






posredno vplivajo na imunski sistem z povečanim izražanjem mRNA za mnoge vnetne 
dejavnike in interlevkine (IL): IL-1β, IL-8,10, dejavnik tumorske nekroze-α (TNF-α), 
Interferon γ (IFN-γ) (15). V  študiji vpliva ND TiO2 na makrofage, so le ti povzročili 
spremembe v celični membrani in aktivacijo vnetnih dejavnikov, s povečanjem nivoja DNA 
za TNF-α, inducibilno sintazo dušikovega oksida (iNOS) in ciklooksigenazo (COX1). TiO2 so 
prav tako oslabili fagocitno aktivnost makrofagov, ki so kot del prirojene imunosti, ključni za 
obrambo pred tujki (17). Vpliv TiO2 na imunski sistem so pokazali tudi v primeru kemijskih 
modifikacij površine ND, in sicer s siliko obloženi TiO2 so povzročili indukcijo TNF-α in 
kemokinov, ki privlačijo nevrofilce. Genotoksičnost  povezujejo z zmožnostjo TiO2, da 
aktivirajo p53, supresorski gen, ki izzove popravljalne mehanizme v človeških limfocitih. 
Popravljalni mehanizmi se lahko aktivirajo ob DNA poškodbah, kot so eno- ali dvoverižni 
zlomi DNA in mutacije DNA. Posledice mutacij in prelomov DNA se lahko odražajo v 
povečanem nastanku mikrojeder (15, 18). Prav tako študija Agarwall in sod. nakazuje, da 
TiO2 ND na podlagi indukcije ROS, povzročajo metilacijo promotorja za katalazo v humanih 
jetrnih celicah (WRL-68), ki je pomemben encim za zaščito pred vodikovim peroksidom (19).  
1.5.1 OKSIDACIJSKA SPOSOBNOST NANODELCEV TITANOVEGA DIOKSIDA  
Točen mehanizem nanotoksičnosti TiO2 je zaenkrat še neznan, vendar pa v veliki meri 
povezan z nastankom reaktivnih kisikovih spojin (ROS), npr. hidroksilnimi radikali (OH•), 
superoksidnimi anioni (O2
•−), vodikovim peroksidom (H2O2), itd. (15, 16, 19, 20, 21, 22). ND 
TiO2 povzročijo porast ROS na več načinov; s fotoaktivacijo in tudi ob odsotnosti 
fotoaktivacije, npr. na podlagi določenih strupenih spojin s površine ND in neposrednimi 
interakcijami med ND in celičnimi strukturami/organeli. ROS, ki nastanejo kot posledica 
izpostavljenosti ND TiO2, se lahko neposredno vežejo na proteine, lipide in nukleinske kisline 
in tako povzročajo oksidativni stres, ki se v primeru izpostavljenosti TiO2, kaže v 
povečani/znižani aktivnosti superoksid dismutaze, povečanem izražanju gena za hem 
oksigenazo-1, v znižanem nivoju glutationa, povečani lipidni peroksidaciji in povečanem 
nivoju dušikovega oksida (NO). Posredno pa ROS kot signalne molekule vplivajo na celično 
proliferacijo, vnetje in imunski odziv, genotoksičnost ter celično smrt (15, 19, 20, 22).  
Velikost ND TiO2 igra pomembo vlogo pri oksidacijski sposobnosti TiO2, nastanku reaktivnih 
kisikovih radikalov in oksidativnega stresa. Skocaj in sod. navajajo, da TiO2 ND anatazne 
oblike, v velikosti od 10-20 nm, ob odsotnosti/prisotnosti fotoaktivacije, povzročajo 






H2O2 in dušikovega oksida in zmanjšajo nivo celičnih antioksidantov (glutation), medtem ko 
pri večjih velikostih (nad 200 nm), v odsotnosti fotoaktivacije do omenjenih toksičnih 
učinkov ni prišlo.V odsotnosti fotoaktivacije, je torej nastanek oksidativnega stresa v veliki 
meri odvisen od velikosti (15). 
Fotoaktivacija ND TiO2 je potencialno problematična predvsem pri uporabi ND v dermalnih 
pripravkih, saj reaktivni radikali pod vplivom UV svetlobe nastajajo še v večjem obsegu. Na 
ND TiO2 se okoli 70% UV
2 svetlobe, absorbira, nekaj pa se je razprši ali odbije od ND. 
Posledica absorpcije svetlobe je prehod elektronov iz osnovnega v vzbujeno stanje, kjer 
nastanejo prosti elektroni in valenčne luknje, ki lahko vežejo vodo in kisik ter tvorijo ROS 
(O2
•−, OH•, H2O2), ki vstopajo v verižne reakcije in tvorijo toksične produkte (15). Uchino in 
sod. so pokazali, da je nastanek hidroksilnih radikalov, ki nastanejo pri UV izpostavljenosti 
ND TiO2 sorazmeren citotoksičnosti (23). Dott in sod. so študijo potrdili, in zopet pokazali, da 
je posledica izpostavljenosti ND TiO2 UV svetlobi, nastanek hidroksilnih radikalov, ki 
reagirajo naprej do zelo reaktivnih karboksilnih radikalov (24). Da je fototoksičnost 
dermalnih izdelkov čim manjša, se v dermatologiji/kozmetiki običajno uporablja kristalinično 
rutil. Skocaj in sod. in Oberdörster in sod. so pokazali, da fotoaktivirani ND TiO2 anatazne 
oblike povzročajo povečano tvorbo ROS, kar se odraža v večji cito- in genotoksičnosti v 
primerjavi z rutilno obliko (15, 16). V študiji Horie in sodelavci, so primerjali fotoaktivnost in 
posledično fototoksičnost TiO2 anatazne in rutilne oblike na humanih keratinocitih in 
ugotovili, da rutilni TiO2  v prisotnosti UVA, ne povzročajo celičnih sprememb, medtem ko so 
pri anatazni obliki opazili zmanjšano mitohondrijsko aktivnost, poškodbe celične membrane, 
povečan nastanek ROS in indukcijo oksidativnega stresa. Vendar omenjenih toksičnih 
učinkov anatazne oblike niso uspeli dokazati na 3D modelu kože (25). Po drugi strani pa so 
Petković in sodelavci pokazali podobne toksične učinke anatazih ND TiO2 (porast 











1.5.2 MOLEKULARNI MEHANIZEM VPLIVA NANODELCEV TITANOVEGA 
DIOKSIDA NA NASTANEK SRČNOŽILNIH BOLEZNI 
Kar nekaj študij navaja, da izpostavljenost ND, vključno s TiO2, vodi v vnetje (15, 17, 27) in 
povečano strjevanje krvi ter posledično v srčnožilne bolezni (7, 28, 29, 30). Do koagulacije 
krvi in vivo pride, ko tkivni dejavnik, tramsmembranski protein, ki se nahaja večinoma v 
pljučnem epiteliju, preide krvno-zračno pregrado in preide v kri, običajno na mesto poškodbe. 
Miller in sod. so TiO2 našli v krvih strdkih, kar nakazuje, da lahko le ti z vdihavanjem 
penetrirajo skozi alveolarni epitelij oz. krvno-zračno pregrado (29). Urbančič in sod. pa so 
pokazali, da se (fosfo)lipidi in proteini membrane epitelnih pljučnih celic adsorbirajo na 
površino nanocevk TiO2 (TiO2NC) in jih ovijejo v lipidno proteinsko korono. Tako lahko 
TiO2NC prenesejo dele pljučnega epitelija, vključno s  koagulacijskimi faktorji stran od 
izvornega mesta, torej v sistemski krvni obtok. To so potrdili na podlagi zgradbe lipidno 
proteinske korone TiO2NC, ki jo sestavljajo tudi koagulacijski proteini kot sta tkivni dejavnik 
(F3) in dejavnik X (F10). F10 je substrat za F3, ki sproži koagulacijo in sistemski vnetni 
odziv. Da TiO2NC prenesejo tkivni faktor v sistemski krvni obtok, morajo preiti le tanko 
krvno-zračno pregrado;3 razdalja od površinskega surfaktanta do notranjosti kapilare znaša le 
okoli pol mikrometra. Nastanek membranske korone so prav tako povezali z viabilnostjo 
celic, v odvisnosti od koncentracije ND. Ugotovili so, da po 48-urni inkubaciji LA4 celic s 
TiO2NC, število celic upade šele pri zelo veliki koncentraciji ND, ko zelo naraste tudi število 
mobilnih z lipidi ovitih TiO2NC. Toksikološke študije navajajo, da se TiO2 akumulirajo in 
povzročajo disfunkcijo tudi na drugih z lipidi bogatimi mestih, npr. v pljučnem 
surfaktantskem sloju, na stičiščih endotelijskih celic v pljučih, placenti, fetalnih jetrih in 
možganih (7). 
1.5.3 VPLIV NANODELCEV TITANOVEGA DIOKSIDA NA MITOHONDRIJSKO 
INTEGRITETO 
1.5.3.1 Funkcija mitohondrijev  
Mitohondriji so ovalni organeli s premerom 0,5-1 μm, ki jih obdaja dvojna membrana. 
Notranja membrana oblikuje gosto nagubane kriste (zavoje), ki omogočajo veliko površino za 
reakcije celičnega dihanja. Celično dihanje oz. proizvodnja energije je osnovna naloga 
 







mitohondrijev, ki s pomočjo kisika v celici, v procesu oksidativne fosforilacije, pretvorijo 
kemično energijo iz hrane, v energijo vezano v adenozin tri-fosfat (ATP). Oksidativna 
fosforilacija je postopek oddajanja elektronov iz flavin adenin dinukleotida (FADH2) in 
nikotinamid adenin dinukleotida (NADH), ki sta nastala v ciklu citronske kisline, seriji 
membranskih proteinov, imenovanih elektronska transportna veriga, ki je sestavljena iz 4 
kompleksov v notranji membrani mitohondrijev. Pri prenašanju elektronov se sprosti velika 
količina energije, ki jo porablja ATP sintaza, ki adenozin di-fosfat (ADP) pretvori nazaj v ATP. 
Mitohondriji imajo prav tako ključno vlogo pri ostalih celičnih procesih, kot so: sinteza 
hemskih skupin, sinteza steroidnih hormonov (glukokortikoidiov, mineralokortikoidov, 
estrogenov, pregestinov, androgenov in kalciferola) in nekaterih membranskih fosfolipidov 
(fosfatidiletanolamin in fosfatidilholin), v regulaciji membranskega potenciala, homeostazi 
kalcija, celični diferenciaciji in apoptozi. Funkcionalnost mitohondrijev, da omogočajo 
omenjene celične procese, je v veliki meri odvisna od dinamične mitohondrijske mreže in 
porazdelitve mitohondrijev v celicah (31, 32). 
1.5.3.2 Organiziranost mitohondrijev v mitohondrijske mreže 
Mitohondriji se v celični notranjosti nahajajo v obliki dinamičnih mrež, ki pogosto 
spreminjajo obliko in tudi lokacijo znotraj celice (npr. med razvojem celice, celično delitvijo, 
ob dodatku toksinov, kot je rodamin, itd.). Morfologija mitohondrijev oz. mitohondrijska 
mreža in število mitohondrijev so uravnani in se neprestano spreminjajo na podlagi procesov 
fizije (delitev) in fuzije (združevanja) mitohondrijev. Procesa fuzije in fizije sta v normalnih 
fizioloških pogojih, v ravnovesju, kar omogoča vzdrževanje mitohondrijske morfologije in 
število mitohondrijev. Mitohondrijske mreže, ki nastanejo s fuzijo mitohondrijev, bi naj 
predstavljale sistem za prenos energije in kalcijevih ionov do različnih predelov znotraj celice. 
Dinamičnost mitohondrijskih mrež prav tako lahko služi kot popravljalni mehanizem za 
mutacije mtDNA. Do povečane fizije oz. fragmentacije mitohondrijskih mrež pride v primeru 
porušene mitohondrijske integritete oz. oslabljene mitohondrijske funkcije, do katere pride 
zaradi poškodb mtDNA ali ob dodatku mitohondrijskih toksinov: povečano fragmentacijo 
povzročajo inhibitorji celičnega dihanja oz. odklopniki oksidativne fosforilacije (diazepam, 
rotenon). V študiji Valente in sod. so pokazali, da povečana fizija oz. fragmentacija 
mitohondrijev vpliva na aktivacijo kaskade reakcij, ki vodijo v patološki fenotip in celično 
smrt. Z uporabo fluorescenčne mikroskopije so analizirali mitohondrijsko morfologijo živih 






fizijo oz. fragmentiranost mitohondrijske mreže. Do fragmetacije mitohondrijev je prišlo v 
primeru dodanega karbonilcianid-p-trifluoremetoksifenilhidrazona (FCCP), odklopnika 
oksidativne fosforilacije v mitohondrijih, ko so in vitro mišje mioblastne celice (C2C12) 
izpostavili anoksiji/hipoksiji in v odsotnosti mitofuzina-2 (Mfn-2) pri mišjih embrionskih 
fibroblastnih celicah (MEF). Mfn-2 je eden izmed proteinov, ključnih za mitohondrijsko 
fuzijo (34). Kljub temu, da je povečana fizija mitohondrijev pokazatelj porušene 
mitohondrijske integritete, prav tako omogoča preživetje in vzdrževanje mtDNA, in sicer na 
podlagi porazdelitve kopij DNA, izoliranim fragmentom mitohondrijev. Prav tako sklepajo, 
da fizija omogoča odcep poškodovanih mitohondrijskih komponent (proteinov, lipidov, DNA) 
in obnovo mitohondrija (34). 
Fizija in fuzija sta pomembna procesa, ki vplivata na: vzdrževanje mtDNA in morfologije 
mitohondrijev, na njihovo distribucijo v celici in funkcionalnost, na  celično delitev in 
metabolno regulacijo. Disregulacija dinamične mitohondrijske mreže vodi v nekatere genske 
bolezni; Charcot-Marie-Tooth tip 2A, kardiomiopatijo in nastanek tumorjev (33). 
1.5.3.3 Vpliv ND TiO2  na mitohondrijsko integriteto 
Do mitohondrijskih okvar verjetno pride, ker so fagocitirani ND TiO2 neposredno zmožni 
reagirati z mitohondrijsko membrano, posledica česar je med drugim tudi povečan nastanek 
ROS znotraj mitohondrijev, ki povzročajo oksidativne poškodbe. Mitohondriji so glavni 
celični proizvajalci ROS (tudi v fiziološkem stanju), zato so mitohondrijski proteini, lipidi in 
DNA glavna tarča oksidativnega stresa. Vezava ROS na mitohondrijske proteine, lipide in 
mtDNA, lahko poruši mitohondrijsko integriteto, vpliva na mitohondrijsko dinamiko, 
povzroči depolarizacijo mitohondrijske membrane in zniža nivo ATP. Znižan nivo ATP je torej 
skupaj s povišanimi ROS, pomemben pokazatelj mitohondrijske disfunkcije, ki se pogosto 
odraža v povečani fragmentaciji mitohondrijev in vodi v apoptozo celice (17, 19, 36).  
Chen in sod. so zaključili, da so primarna tarča ND TiO2 mitohondriji, kar se je pokazalo v 
mitohondrijski disfunkciji, z znižano koncentracijo ATP in kardiolipinov, zmanjšanim 
metabolnim obratom v ciklu trikarboksilnih kislin in povečano koncentracijo znotrajceličnih 
ROS (17). Tucci in sod. so pokazali, da predvsem visoke koncenracije ND TiO2 (100 μg/mL) 
na humanih kerationocitih, povzročajo biokemične spremembe, ki nakazujejo celični stres 
(znižan nivo glutationa) in znižan metabolizem celice (značilno znižajo nivo NADH, 






povzročajo citotoksičnost in nefunkcionalnost jetrnih celic4 na podlagi: (1) nastanka 
oksidativnega stresa in poškodb mitohondrijev jetrnih celic, ki so posledica povišanja ROS, 
zmanjšane aktivnosti SOD in zmanjšanega mitohondrijskega membranskega potenciala, ki je 
ključnega pomena za procese oksidativne fosforilacije in nastanka ATP. SOD pa ščiti pred 
superoksidnimi radikali in je glavni encim, ki ohranja normalno redoks homeostazo v 
mitohondriju, zato zmanjšana aktivnost nakazuje na okvarjen antioksidantni sistem in 
ireverzibilne oksidativne poškodbe, (2) zmanjšanega izražanja genov za optično atrofijo 
(OPA1) in Mfn-1, ki regulirata procese fuzije in vzdržujeta mitohondrijsko dinamiko, kar 
posledično privede do povečane fragmentacije mitohondrijev (36). Podoben učinek TiO2 na 
mitohondrijsko dinamiko so opazili tudi Braydich-Stolle in sod. (37). 
1.5.3.4 Vpliv ROS na mitohondrijsko integriteto in dinamiko 
Ker so učinki TiO2 na mitohondrijsko morfologijo dokaj neraziskani, ampak iz študij izvemo, 
da TiO2 povzročajo porast ROS, je potrebno preučiti tudi neposredni učinek ROS na 
mitohondrijsko morfologijo in integriteto. Jendrach in sod. so proučevali učinke ROS (H2O2) 
na humane endotelijske celice umbilikalne vene (HUVEC) in zaznali od koncentracije H2O2 
odvisen nastanek ROS v celicah, ki povzročijo prehodne spremembe mitohondrijske 
morfologije in prehodne spremembe v mitohondrijski fiziji in fuziji oz. spremembe na DNA 
nivoju fuzijskih in fizijskih dejavnikov. Podobne prehodne spremembe v mitohondrijski 
morfologiji, smo opazili tudi pri eksperimentalnem delu magistrske naloge (38). 
Ko so HUVEC celice za 10 minut izpostavili H2O2 (koncentracijsko območje od 3,3-22,8 
mM), ki v prisotnosti železa generira hidroksilni radikal (Fentonova reakcija) in povzroča 
oksidativni stres, so po 1 uri opazili od koncentracije odvisno povečanje nivoja ROS v 
primerjavi s kontrolo. Merjenje ROS po 24 in 48 urah pa je pokazalo, da izpostavitev celic 
H2O2 povzroči le prehoden porast ROS, saj se je nivo ROS po 24 in 48 urah le minimalno 
povečal. Da bi preučili vpliv ROS na mitohondrije, so po 4, 24 in 48 urah opredelili morebitne 
spremembe v mitohondrijski morfologiji in jih klasificirali v tri kategorije: tubularni 
(normalni), delno tubularni in fragmentirani (majhni in globularni). Fragmentirani 
mitohondriji so značilni za apoptotične celice, medtem ko imajo kontrolne intaktne celice 
večinoma dolge tubularne mitohondrije, razporejene enakomerno po vsej celici. Pri tretiranju 
celic z  naraščujočimi koncentracijami H2O2 je po 4 urah nastalo vse več delno tubularnih in 
 






fragmentiranih mitohondrijev, po 24 urah pa je se je morfologija mitohondrijev precej 
obnovila. Po 48 urah so bili zopet vidni normalni tubularni mitohondriji podobni kontroli. Do 
obnovitve mitohondrijev verjetno prišlo zaradi povečane mitohondrijske dinamike, povečane 
fuzije/fizije mitohondrijev po 24 in 24 urah in povečane sinteze novih mitohondrijev, saj so 
dokazali značilno povišanje mRNK 1-alfa peroksisomskega proliferativnega receptorja gama 
(PGC-1α), regulatorja transkripcije mitohondrjskih proteinov (38). 
Pri endotelijskih celicah iz človeške popkovnične vene (HUVEC) so pokazali, da se F-aktin in 
mikrotubuli po dodatku H2O2 prehodno depolimerizirata, po 24 urah pa se obnovita. Akutne 
spremembe citoskeleta so torej le prehodne (38). 
Analiza sprememb v mitohondrijski strukturi po inkubaciji HUVEC celic z H2O2 je pokazala 
zmanjšano število krist na notranji mitohondrijski membrani po 24 urah v primerjavi s 
kontrolo. Prav tako je prišlo do agregacije krist in fragmentacije mitohondrijev in posledično 
zmanjšanega števila krist, razmiki med kristami pa so se povečali (38).  
Tudi Wang in sod. so zaključili, da oksidativne poškodbe niso posledica toksičnih učinkov 
ultrafinih nanodelcev, ampak so le prehodne narave, če se nanodelci odstranijo iz celice (39). 
Nedavna študija Urbančiča in sod. pa kaže še na en mehanizem, ki preprečuje toksične učinke 
TiO2NC na LA4 celice, in sicer z nastankom bionanoagregatov na zunanji celični membrani 
(40). 
1.5.4 NASTANEK BIONANOAGREGATOV NA CELIČNI MEMBRANI 
Kot že omenjeno, ND TiO2 imajo visoko afiniteto tudi do fosfolipidov oz. komponent celične 
membrane (15). V študiji celične toksičnosti in vpliva nanodelcev na celice (Urbančič in 
sodelavci) so s pomočjo STED mikroskopije pokazali, da se nanodelci po določenem času 
inkubacije s celicami, ovijejo s komponentami celične membrane, kar lahko vodi v celično 
smrt.  Kljub temu pa so v študiji pokazali visoko stopnjo preživetja celic inkubiranih z 
visokimi koncentracijami ND (7). 
Pri proučevanju vpliva nanocevk titanovega dioksida (TiO2NC) na mišjih celicah pljučnega 
adenoma (LA-4) so na zunanji celični membrani zaznali velike toge strukture, ki so jih 
poimenovali »bionanoagregati«. Ti so sestavljeni iz TiO2NC in komponent celične membrane. 
Z pomočjo STED mikroskopije pa so ugotovili, da bionanoagregate sestavljajo sloji 






tako so dovolj togi, da se ne premaknejo, kar nakazuje, da morda aglomerate sestavljajo še 
mikrovili in/ali komponente citoskeleta. Toga struktura aglomeratov nanodelcev prekritih z 
debelim slojem fosfolipidov na površini zunanje membrane celic pa verjetno preprečuje 
nadaljnje interakcije nanodelcev z celicami (40). 
V študiji so LA-4 celice inkubirali s TiO2NC (razmerje med površino celic in nanomateriala – 
1:10) ter opazili, da bionanoagregati nastanejo šele po 48 urah inkubacije (Slika 1), pri čemer 
se število nastalih bionanoagregatov povečuje z naraščajočo koncentracijo ND (Slika 2). 
Predpostavili so, da omenjene bionanoagregate prepoznajo in privzamejo makrofagi, ki pa 
nato razpadejo (40). 
 
Slika 1: 1-urna inkubacija LA4 celic s TiO2NC (1:10)(A), 48-urna inkubacija LA4 celic s 
TiO2NC (1:10) (B), zelena; plazemska membrana LA-4 celic, rdeča; TiO2NC, oranžna; 
bionanoagregati (Povzeto po (40)) 
 
Slika 2: Vpliv naraščujočih koncentracij TiO2NC na nastanek bio-nano agregatov na zunanji 
celični membrani LA-4 celic, po 48-urni inkubaciji TiO2NC z LA-4 celicami, rdeča: TiO2NC, 







Majaron in sod. so opazili, da inkubacija celic z visokimi koncentracijami nanocevk 
titanovega dioksida (TiO2NC) (do 1:10), nima značilnega vpliva na število celic, kar 
nakazuje, da se pri daljši/večji izpostavljenosti NM, celice lahko prilagodijo s tvorbo 
bionanoagregatov in drugimi popravljalnimi mehanizmi (Slika 3). Predpostavljajo so, da so 
bionanoagregati obrambni mehanizem, ki preprečujejo akumulacijo ND v celici in 
potencialne škodljive učinke in tako omogočajo večjo možnost za preživetje celic (40). 
 
 
Slika 3: Vpliv naraščajočih koncentracij TiO2NC in različnih časov inkubacije LA-4 celic s 


















V 21. stoletju so NM, kot je TiO2  v različnih nano oblikah, zaradi nekaterih izjemnih lastnosti 
postali vedno pomembnejši v različnih znanosti in tehnologijah, zato se je njihova 
proizvodnja in posledično tudi izpust v okolje znatno povečala. Po drugi strani pa lahko 
delujejo toksično na organizem, mi pa še vedno ne vemo veliko o njihovem vplivu na živa 
bitja. V toksikoloških študijah so dokazali, da NM, kot so TiO2, zaradi svojih lastnosti in zlasti 
velike reaktivnosti zlahka interagirajo s komponentami celice in povzročijo strukturne in 
funkcionalne spremembe (1, 2, 7). Ker številne študije navajajo, da ND TiO2 vplivajo na 
integriteto mitohondrijev, ki so ključnega pomena za celično viabilnost (17, 19, 35, 36, 37), 
bomo v magistrski nalogi preučili morfologijo mitohondrijev LA4 celic inkubiranih z 
različnimi koncentracijami TiO2NC (1:1, 1:10, 1:100; razmerje med celično površino in 
površino nanodelcev).  Celice bomo s TiO2NC inkubirali 3 ure, 24 in 48 ur. Mitohondrije LA4 
celic bomo označili z fluorescenčnim barvilom Mitotrackerjem, s pomočjo STED 
mikroskopije posneli slike celic in s programom ImageJ analizirali dolžino mitohondrijev. V 
nalogi bomo pokazali vpliv TiO2NC na spremenjeno metabolno aktivnost celic in rezultate 
povezali s študijo celične toksičnosti in vpliva nanodelcev na celice (Urbančič in sodelavci), v 
kateri so na površini zunanje membrane dokazali ovijanje nanodelcev s komponentami 
celične membrane, kar so poimenovali »bionanoagregati« (7). Rezultati kažejo, da obstaja 
povezava med spremenjeno morfologijo mitohondrijev, nastankom bionanoagregatov in 
viabilnostjo oz. preživetjem celic.  
Naše hipoteze so: 
• Spremembe v mitohondrijski morfologiji so odvisne od koncentracije TiO2NC in časa 
izpostavljenosti TiO2NC. Z naraščajočimi koncentracijami TiO2NC se dolžina 
mitohondrijev krajša oz. pri najvišji koncentraciji bodo mitohondriji najbolj 
fragmentirani. Z daljšim časom inkubacije celic s TiO2NC pa se bodo morebitni 
toksični učinki ND zmanjšali, saj se celice prilagodijo s številnimi obrambnimi 
mehanizmi. 
• TiO2NC so predvsem v nizkih koncentracijah netoksični za mitohondrije oz. podobno 
kot H2O2 povzročajo le prehodne spremembe mitohondrijske morfologije. 
• Nastanek bionanoagregatov je eden izmed mehanizmov, ki zmanjšuje toksične učinke 






3 MATERIALI IN METODE 
3.1 REAGENTI IN KEMIKALIJE 
• Medij za gojenje kultur: F12K medij (PAA Laboratories (GE Healthcare) ali ATCC 
(Manassas, VA), 12 % fetalni goveji serum (FCS), 1 % P/S (penicilin/streptomicin),  1 
% NEAA (neesencialne aminokisline) (Gibco (Life Technilogies, Carlsbad, CA) 
• 2 % fetalni goveji serum (PAA Laboratories (GE Healthcare) ali ATCC (Manassas, 
VA)) 
•  0,5 % etanol (Merck (Darmstadt, Germany))  
• MitoTracker™ Red CMXRos (ThermoFisher Scientific) 
• LCIS (»live cell imaging solution«) (Life technologiesTM) 
• Voda prečiščena z Mili-Q sistemom za ultračisto vodo  
3.2 NANOMATERIALI 
• TiO2NC (325-mech) Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Germany) 
3.3 APARATURE IN LABORATORIJSKI PRIBOR 
• Celice smo gojili v 35-mm u-posodi, s #1.5H steklenim dnom (Ibidi, Martinsried, 
Germany). 
• STED mikroskop (Abberior Instruments, Goettingen, Germany) z 60x vodnim 
imerzijskim objektivom (Olympus, Tokyo, Japan) 
• Tehtnica (Mettler toledo) 
• Pipete: avtomatske, multikanalne 
• Štoparica 
• Osnovni nabor steklovine, ki smo jih uporabili za pripravo suspenzij in raztopin 












TiO2NC so bile sintetizirane in posušene po metodi (3). Koraki priprave TiO2 NC so bili 
naslednji:  
• Sinteza natrijevih titanatnih nanocevk 
• Odstranitev natrijevih ionov z ionsko izmenjevalno kromatografijo 
• Dispergiranje 2,5 g natrijevega titanata v 200 mL 0,1 M HCl in mešanje disperzije 1 
uro na sobni temepraturi ter centrifugiranje (3x) 
• Redčenje z 200 mL destilirane vode, 100 mL etanola in sušenje čez noč na 100 °C 
• S termično obdelavo na 375 °C v času 10 ur se izolirane vodikove titanatne nanocevke 
pretvorijo v TiO2NC (3). 
TiO2NC v obliki prahu smo v sterilnih pogojih na ledu resuspendirali v destilirani vodi in 
dodali 2 % fetalnega govejega seruma in 0,5 % etanol, do končne koncentracije 3, 24 mg/mL 
in sonicirali s paličnim sonikatorjem, 16 minut in 10 % amplitudi. Med soniciranjem smo 
vzorce hladili v ledeni kopeli. 
3.4.1 KARAKTERIZACIJA NANOCEVK TITANOVEGA DIOKSIDA 
• Premer in dolžina TiO2 znašata okoli 10 nm in nekaj 100 nm. 
• Kristalinična oblika anataza  
• Z MTS testom so ugotovili, da so TiO2NC nizko toksične za MCF-7 (humane 
adenokarcinomske celice prsi) z LC50 nad 1000 µg/mL. 
 
3.5 PRIPRAVA CELIČNIH KULTUR 
Mišje LA4 celice pljučnega epitelija smo nasadili v 35 mm Ibidi u-posodo in jih 24 ur 
inkubirali v mediju za gojenje kultur (F12K medij, 12 % FCS, 1 % P/S (antibiotika), 1 % 
NEAA (neesencialne aminokisline). 
Preden smo celice inkubirali z nanodelci  različnih koncentracij  - 1:1, 1:10 in 1:100 (razmerje 
med celično površino in površino nanodelcev), smo suspenzijo nanodelcev s koncentracijo 






3.6 OZNAČEVANJE MITOHONDRIJEV IN SLIKANJE S STED 
MIKROSKOPIJO 
 Živim celicam LA4 z dodanimi TiO2NC (1:1, 1:10, 1:100), ki smo jih inkubirali 3 ure, 24 in 
48 ur, smo odvzeli medij in jim dodali 200 uL fluorescenčnega barvila Mitotracker (50 nM) 
ter inkubirali 40 min. Mitotracker z izhodiščno koncentracijo 1 mmol/L smo 1000x 
razdredčili v celičnem mediju F-12K do 10-6 M koncentracije in nato 25 μL 10-6 M 
fluorescenčnega barvila razredčili s 475 μL F-12K, do končne koncentracije 50 nmol/L. Po 40 
minutah smo barvilo odpipetirali in sprali z 200 μL LCIS, katerega smo odpipetirali in zavrgli 
in ponovno dodali 200 μL LCIS.  
Za pozitivno kontrolo smo uporabili 16,3 mM H2O2, ki smo ga inkubirali s celicami 10 minut.  
Slike mitohondrijev LA4 celic smo posneli s STED mikroskopim (Mitohondrije smo 
opazovali z vodnim potopnim objektivom s 60-kratno povečavo). Slike smo pridobili pri 
velikosti piksla 50 nm in velikosti reže zaslonke5 0.63-1.1). Mitotracker smo vzbudili s 
pulzirajočim laserjem pri 561 nm, fluorescenca pa je bila posneta z fotodiodo med 580-625 
nm (Semrock filtri). 
MitoTracker™ Red CMXRos je kationski fluorofor, ki v celico prehaja s pasivno difuzijo. V 
celici se oksidira v fluorescentni kationski produkt, ki ga privzamejo aktivni mitohondriji, 
zaradi negativnega membranskega potenciala. V aktivnih mitohondrijih z intaktnim 
membranskim potencialom se Mitotracker z reaktivno klorometilno skupino kovalentno veže 
s tiolno skupino proteinov in peptidov in tvori konjugat ki fluorescira rdeče. Barvilo 
vzbudimo pri 579 nm, emitira pa pri 599 nm (41, 42, 43). 
3.6.1 PRINCIP DELOVANJA STED MIKROSKOPIJE 
3.6.1.1 Fotoluminiscenca 
Pri fotoluminiscenci so fluorofori tiste spojine, ki se najprej vzbudijo z absorpcijo energije 
EM valovanja s krajšo valovno dolžino, nato pa relaksirajo s kombinacijo vibracijskih 
prehodov in z emisijo svetlobe z daljšo valovno dolžino, sam pojav oddajanja emisijske 
svetlobe pa imenujemo fluorescenca. Fluorescenco fizikalno opišemo z diagramom 








Po obsevanju fluorofora z vzbujevalno svetlobo krajše valovne dolžine pride do absorpcije 
energije in spremembe oblike orbitale ter posledično do prehoda elektronov fluorofora iz 
osnovnega singletnega stanja S0 v singletno vzbujeno  stanje S1 (Slika 5). To pomeni, da se 
spin med vzbujanjem ohranja in je elektron v vzbujenem stanju sparjen s tistim v osnovnem, 
ki ima nasproten spin. Energija fotonov absorbirane svetlobe je navadno večja od energije, ki 
je potrebna za prehod elektrona iz S0 v S1, zato se po absorbciji elektron nahaja tudi v 
vzbujenih vibracijskih stanjih in rotacijskih spremembah vezi v fluoroforu (energijska stanja 
S1L1, S1L2, S1L3). Vzbujeno stanje in s tem fluorescenco lahko torej dosežemo z 
vzbujanjem s širokim intervalom valovnih dolžin ekscitacijske svetlobe. Ker je vzbujeno 
stanje fluorofora kratkoživo, se del energije hitro odda pri t.i. vibracijskih prehodih, kar se 
odraža v obliki spremenjenega vibracijskega stanja in rotacije vezi. Prehode imenujemo 
notranja konverzija fluorofora. Omenjena energija se iz vibracijskih prehodov sprosti v obliki 
toplote ali kinetične energije in se kasneje nevtralizira z medsebojnimi trki molekul v topilu, 
kar imenujemo zunanja konverzija. Pri tem fluorofor torej relativno hitro preide v najnižje 
vibracijsko stanje elektronsko vzbujenega fluorofora (S1L0), temu pa sledi manj verjetno 
oddajanje energije v obliki svetlobe (fotonov), pri čemer fluorofor preide iz S1L0 v 
elektronsko osnovno stanje S0. Ker se del energije že prej porabi pri vibracijskih prehodih, 
ima izsevana svetloba vedno daljšo valovno dolžino od vzbujevalne svetlobe, premik spektra 
k daljšim valovnim dolžinam pa imenujemo Stokesov premik (Slika 4). Večji Stokesov 
premik, nam omogoča lažjo ločitev emisijske svetlobe od ekscitacijske. Stokesov premik je 
specifičen za posamezen fluorofor, saj je odvisen od strukture fluorofora pa tudi vrste topila 
(44, 45). 
Fluorescenčne lastnosti izkazujejo spojine z aromatskimi obroči in nekatere alifatske in 
ciklične karbonilne spojine s konjugiranimi dvojnimi vezmi. Pri teh snoveh se molekularne 
orbitale nekaterih elektronov raztezajo po večjem delu molekule, posledica česar so šibkeje 
vezani elektroni na izvorno jedro atoma, kar omogoča fluorescenco v vidnem delu spektra. 
Prav tako lahko fluorescirajo tiste molekule, pri katerih se energije vibracijskih stanj 
osnovnega in vzbujenega nivoja ne prekrivajo, slednje bi namreč omogočilo energijski prehod 
brez izsevanja svetlobe. V bioloških okoljih malo snovi spontano emitira svetlobo, kar je zelo 
uporabno v medicini za preučevanje molekul, celičnih organelov, itd. Ustrezen fluorofor, s 
kovalentnimi, elektrostatskimi ali hidrofobnimi interakcijami specifično vežemo na tarčno 
molekulo (npr. DNA, proteine, celične organele, itd), nato odstranimo nevezani fluorofor in 







Slika 4: Prikaz ekscitacijskega oz. absorpcijskega in emisijskega spektra ter Stokesovega 
premika (Povzeto po (45)) 
 
Slika 5: Prikaz energijskih prehodov pri vzbujanju in relaksaciji elektronskih stanj s t.i. 
Jablonskim diagramom, kjer so označeni prehodi zaradi absorpcije, fluorescence in 
stimuliranega sevanja (povzeto po (46)) 
3.6.1.2 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija 
Fluorescenčna mikroskopija se pogosto uporablja v kombinaciji s konfokalno mikroskopijo, z 
namenom izboljšanja optičnega rezinjenja preučevanega vzorca. Glavna težava navadnega 
fluorescenčnega mikroskopa je namreč ta, da vzbujevalna svetloba povzroča fluorescenco iz 
celotnega vzorca hkrati, vključno iz izven-žariščnih ravnin, kar povzroča zamegljeno sliko. 
Pri konfokalni mikroskopiji izvorno svetlobo laserja pred vpadom na lečo v eni od 
konjugiranih ravnin fizično omejimo z režo zaslonke. Posledično se ustvari točkovni izvor 






V goriščni ravnini vzorca je moč vzbujanja in emitiranja fluorescence mnogo višja, v 
primerjavi s sosednjimi ravninami. Simetrično glede na vzorec postavimo enako lečo in drugo 
zaslonko tudi v smeri emitirane svetlobe, tako da gorišče druge leče sovpada z režo druge 
zaslonke, s čimer onemogočimo prehod večine izven-žariščne svetlobe na detektor (46, 47, 
48). 
Slika 6 prikazuje potek fluorescenčne konfokalne mikroskopije. Flourescenčne označevalce 
vezane na preučevane molekule, vzbujamo s lasersko svetlobo določene valovne dolžine. 
Fluorofori oddajajo svetlobo pri daljši valovni dolžini (na Sliki, 6 zelena), v primerjavi z 
vzbujevalno svetlobo izvora (na Sliki 6, modra). Ko laserski izvor svetlobe posveti na prvo 
zaslonko, svetloba preide preko leče na dikroično zrcalo, od koder se odbije na vzorec in tam 
vzbudi fluorescentno svetlobo. Zrcalo na sredini je osnovano tako, da svetlobo z krajšo 
valovno dolžino izvora odbije, daljšo izsevano svetlobo fluoroforov pa prepusti čez drugo 
zaslonko na detektor. Tako se fluorescenčna svetloba odbije nazaj na lečo in preko delilnega 
snopa vpada na simetrično postavljeno zaslonko glede na gorišče leče. Skozi drugo zaslonko 
tako preide le svetloba iz goriščne ravnine in se obenem zadrži svetloba izven goriščne 
ravnine. Za izboljšanje ločljivosti, lahko za izvor svetlobe in pred detektor postavimo še dva 
filtra, ki prepuščata točno določeno območje valovnih dolžin svetlobe (46, 47, 48). 
 








3.6.1.3 STED mikroskopija 
STED mikroskopija oziroma mikroskopija s praznjenjem vzbujenih stanj (Stimulated 
Emission Depletion) je ena izmed super ločljivih tehnik, ki so jo razvili zaradi ključne 
omejitve klasičnih optičnih mikroskopov - ločljivost je namreč omejena z uklonsko limito, ki 
pri vidni svetlobi (običajno 500 nm) meri nad 200 nm. Zaradi valovne narave svetlobe, 
svetlobnih žarkov leče ne more skoncentrirati v eno samo točko. Točka se ne preslika v točko, 
ampak v sklop zamegljenih t.i. Airyjevih diskov z osrednjim svetlim delom, ki jih obdajajo 
izmenični svetli in temni kolobarji (46, 49). 
Že leta 1873 je Ernst Abbe ugotovil, da je pri difrakcijsko omejeni mikroskopiji z numerično 
odprtino (n sinα) pri prehodu svetlobe z valovno dolžino λ skozi medij z lomnim količnikom 




Prostorska ločljivost mikroskopa je najmanjša razdalja med točkama v vzorcu, ki ju še lahko 
razločimo in v primeru klasične mikroskopije znaša nekaj manj kot polovično vrednost 
valovne dolžine izvorne svetlobe. V primeru obsevanja z valovno dolžino 500 nm torej znaša 
ločljivost v goriščni ravnini (x,y, ravnina pravokotno na širjenje valovanja) malo nad 200 nm, 
ločljivost vzdolž optične osi (z, v smeri širjenja valovanja) pa okoli 500 nm. Ta ločljivost tudi 
pri konfokalni mikroskopiji, ki z zaslonko sicer odpravi večino izvenfokusne svetlobe, ne 
zadošča za opazovanje manjših celičnih struktur in organelov, velikosti nekaj do nekaj deset 
nanometrov (49). 
Za preučevanje finih celičnih struktur uporabimo metode z večjo ločljivostjo, kjer preparat 
osvetljujemo s krajšimi valovnimi dolžinami ali elektroni (npr. transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo, kristalografijo z x-žarki ali elektronsko vrstično mikroskopijo). Glavna težava 
omenjenih metod je v zahtevni predpripravi vzorca, ki mora zaradi zahtev elektronskih 
mikroskopov omogočati pogoje visokega vakuuma in obenem ohranjati stabilnost vzorca, da 
se le-ta med opazovanjem z visokimi energijami ne spremeni ali poškoduje. Rezultati, ki jih 
dobimo, nam dajo natančne podatke, o celični strukturi neživega vzorca, ne omogočajo pa 
proučevanja procesov v živi celici. Optični mikroskopi, na drugi strani, so minimalno 








STED mikroskopija sloni na fluorescenčni konfokalni mikroskopiji in omogoča vpogled v 
procese žive celice s sposobnostjo vizualizacije biološkega vzorca. Hkrati s posebnim 
pristopom povečuje krajevno ločljivost pri čemer ohranja izjemno občutljivostjo zaznavanja 
svetlobe na ravni posameznih molekul. Merilni sistem kot rečeno temelji na fluorescenčni 
konfokalni mikroskopiji, z dodatnim laserjem, ki s pomočjo stimuliranega sevanja zaduši 
fluorescenco delov vzorca, z izjemo fluoroforov v samem centru goriščne točke, ki ostajajo v 
vzbujenem stanju. Na tak način omejimo opazovano območje na velikost manjšo od 
difrakcijske limite in od tod spremljamo emisijo fluorescenčne svetlobe. (48, 49). 
Pri STED mikroskopiji torej vzorec naprej izpostavimo vzbujevalnemu žarku Gaussove 
oblike, ki zaradi uklona svetlobe osvetljuje področje goriščne ravnine velikosti okoli 200 nm. 
Vzbujevalni žarek vzbudi molekule fluorofora v vzbujeno stanje S1. Po vibracijski relaksaciji 
elektroni preidejo v najnižji vibracijski nivo vzbujenega stanja S1. Temu sledi spontani 
prehod nazaj v osnovno energetsko stanje S0 z izsevanjem fotona fluorescence (Slika 5). A k 
fluorescenci ne prispevajo vse molekule, za kar poskrbi STED žarek. STED žarek najprej 
preide skozi skozi fazno masko, ki mu spremeni profil (ga ugasne na sredini snopa), in zadene 
vzorec nekaj pikosekund kasneje od vzpodbujevalnega žarka. Kljub zamudi, STED žarek 
prehiti spontano fluorescenčno sevanje, ki nastopi šele po nekaj nanosekundah od vzbuditve. 
Kot rečeno – profil STED žarka pri prehodu skozi fazno masko pridobi obliko kolobarja, z 
ničelno ali zelo nizko intenziteto na sredini in visoko intenziteto na robu osvetljevanja, kjer 
povzroča stimulirano emisijo (Slika 7, rdeči fluorecenčni signal). To pomeni, da vzbujene 
fluorofore na robu konfokalnega prostora v stanju S1L0 nemudoma vrne iz vzbujenega stanja 
nazaj v višje stanje osnovnega elektronskega stanja S0L4 z emisijo fotona, ki ima še nižjo 
energijo od običajne fluorescence (Slika 5). Ker fotoni stimulirane emisije prehitijo 
fluorescenčne fotone, jih lahko iz detekcije izločimo. Po stimulirani emisiji tako ostanejo v 
vzbujenem stanju le fluorofori na sredini kolobarja, v področju manjšem od valovne dolžine 
svetlobe, ki ni omejeno z uklonom svetlobe, in od koder spremljamo emisijo (Slika 7, rumeni 




𝟐𝒏 𝒔𝒊𝒏𝜶√𝟏+ I/𝐼𝑛 
 
S povečanjem intenzitete oz. moči STED žarka lahko opazovano središčne kolobarja omejimo 






fluorescenčnega signala zaradi visokih moči STED laserja (46, 48). 
 
Slika 7: Prečni presek vzbujevalnega žarka (zelena), STED žarka (rdeča) in končni 
fluorescenčni signal (rumena) (Povzeto po (46)) 
 
3.7 ANALIZA DOLŽINE MITOHONDRIJEV 
Slike morfologije mitohondrijske mreže živih LA4 celic, posnete s STED, smo analizirali s 
programom ImageJ-MiNA (»mitochondrial network anaylsis«), povzeto po (34). Ker program 
omogoča analizo 2D slik, je uporaba MiNA omejena na proučevanje živih pritrjenih sesalskih 
celic, kot so pritrjene LA4 celice pljučnega epitelija, ki rastejo v enem sloju z minimalno 
debelino. 
Za statistično analizo dolžin mitohondrijev, inkubiranih z različnimi koncentracijami TiO2NC 
(1:1, 1:10, 1:100), H2O2 in kontrolnih celic (brez ND), smo sliko mitohondrijske mreže 
pljučnih epitelijskih celic (LA4) posneto s STED mikroskopom (Slika 8), pretvorili v binarno 
(Slika 9) in skeletno obliko (Slika 10) ter dolžine mitohondrijev posameznih LA4 celic 
grafično primerjali med seboj (Slika 11). Dolžino mitohondrijev smo preučevali po različnih 
obdobjih inkubacije (3 ure, 24 ur, 48 ur) in za posamezno koncentracijo NM posneli 3-7 slik 
ter ponovili postopek obdelave slik z ImageJ. 
Z MiNA je možno prepoznati dolžine deh tipov mitohondrijskih struktur v sliki, pretvorjeni v 
skeletno obliko; razvejane mreže mitohondrijev in posamezne mitohondrijske strukture (Slika 
10). Te so lahko punktirane oblike (posamezen piksel v skeletonizirani sliki), paličaste 
nerazvejane  (dva ali več pikslov v skeletonizirani sliki) in velike okrogle strukture (ki 
navadno razpadejo na paličaste strukture). Mitohondrijske mreže pa so strukture z vsaj enim 








Slika 8: Originalna slika mitohondrijev LA4 celice, posneta s STED mikroskopom 
 
 









Slika 10: Pretvorba binarne slike mitohondrijev LA4 celice v skeletno obliko (modra barva 
prikazuje posamezne mitohondrijske strukture, rdeča pa mitohondrijsko mrežo). Program 
MiNA iz skeletne oblike poda dolžino mitohondrijskih mrež in posameznih mitohondrijskih 
struktur. Z modrima puščicama je označena dolžina mitohondrijske strukture. 
 
 







4.1 3-URNA INKUBACIJA LA4 CELIC S TiO2NC  
Dolžina mitohondrijev LA4 celic je po 3-urni inkubacij s TiO2NC (1:1, 1:10 in 1:100) 
bistveno krajša (Slike 14-19) od negativne kontrole (Slika 12, 13) oz. podobna pozitivni 
kontroli (H2O2) (Slika 20, 21). Mitohondriji so fragmentirani in sferični (Slika 14, 16, 18) v 
primerjavi z negativno kontrolo (Slika 13), kjer vidimo normalne daljše in razvejane mreže 
mitohondrijev. Iz Slike 12 je razvidno, da je dolžina mitohondrijskih mrež pri negativni 
kontroli dosegla do okoli 16 μm, medtem ko pri dodanih ND znaša največ okoli 6 μm (Slika 
22), pri H2O2 pa le okoli 4 μm (Slika 21). Slika 22 nakazuje tudi, da se dolžina mitohondrijev 
nekoliko krajša z naraščajočimi koncentracijami ND. 
 







































































































































































Slika 13: Prikaz mitohondrijske morfologije negativne kontrole štirih LA4 celic, po 3-urni 
inkubaciji LA4 celic, brez dodanih ND, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 14: 3 urna inkubacija mitohondrijev LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:1, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 15: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 3-urni inkubaciji s TiO2NC, v 




Slika 16: 3-urna inkubacija mitohondrijev LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:10 v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  



























Slika 17: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 3-urni inkubaciji s TiO2NC, v 




























Slika 18: 3-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:100, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  







Slika 19: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 3-urni inkubaciji s TiO2NC, v 
razmerju med celično površino in površino nanodelcev 1:100 
 
 
Slika 20: 3-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s H2O2,v originalni s STED posneti sliki, 
binarni in skeletni obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo 



























Slika 21: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 3-urni inkubaciji s H2O2 
 
 
Slika 22: Analiza dolžine mitohondrijev po 3-urni inkubacijLA4 celic s TiO2NC, v razmerju 































4.2 24-URNA INKUBACIJA LA4 CELIC S TiO2NC 
Po 24-urah inkubacije celic s TiO2NC (1:1, 1:10 in 1:100) smo opazili minimalno daljše 
mitohondrije (Slika 31), v primerjavi s 3-urno inkubacijo celic (Slika 22) z enakimi 
koncentracijami TiO2NC. Dolžina mitohondrijev se po 24-urah inkubacije s TiO2NC, bolj 
približa negativni kontroli (Slika 31), v primerjavi s 3-urno inkubacijo (Slika 22): Dolžina 
mitohondrijev po 24-urni inkubaciji z različnimi koncentracijami ND, doseže maksimalno 
okoli 7 TiO2NC μm (Slika 31), medtem ko dolžina negativne kontrole znaša okoli  9,5 μm 
(Slika 23). Po 3-urni inkubaciji pa dolžina mitohondrijev LA4 celic inkubiranih z različnimi 
koncentracijami ND, doseže maksimalno okoli 6 μm (Slika 22), medtem ko negativna 
kontrola okoli 16 μm (Slika 12). Zaključimo lahko, da ima krajši čas inkubacije celic z ND za 
posledico tudi značilno krajše mitohondrije od negativne kontrole.  
Mitohondrijska morfologija je predvsem pri višjih koncentracijah (1:10 in 1:100) še vedno 
fragmentirana (Slike 25- 30), vendar so opazne tudi daljše mitohondrijske strukture (Slika 25, 
27, 29).  
 
   






























Slika 24: 24-urna inkubacija mitohondrijev LA4 celic, v originalni s STED posneti sliki, 
binarni in skeletni obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo 










Slika 25: 24-urna inkubacija mitohondrijev LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:1, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 26: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 24-urni inkubaciji s TiO2NC, v 






























Slika 27: 24-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:10, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 28: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 24-urni inkubaciji s TiO2NC, v 




























Slika 29: 24-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:100, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  









Slika 30: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 24-urni inkubaciji s TiO2NC, v 
razmerju med celično površino in površino nanodelcev 1:100 
 
 
Slika 31:Analiza dolžine mitohondrijev po 24-urni inkubacija mitohondrijev LA4 celic s 































4.3 48-URNA INKUBACIJA LA4 CELIC S TiO2NC   
• Po 48-urni inkubaciji celic z TiO2NC, se pri razmerju 1:1 in 1:10 med celično površino 
in površino ND dolžina mitohondrijev (Slika 40), približa dolžini mitohondrijev 
kontrolnih celic, brez dodanih ND (Slika 32, 33, 40), kar nakazuje, da se pri 
dolgotrajni izpostavljenosti TiO2NC mitohondrijska mreža obnovi. Pri višjih 
koncentracijah ND (1:100) (Slika 38, 39) pa še vedno opazimo krajše mitohondrije v 
primerjavi z negativno kontrolo, ampak vseeno daljše, v primerjavi z enakimi 
koncentracijami ND, pri 24- in 3-urni inkubaciji (Sliki 18, 29). Iz Slike 40 je razviden 
tudi vpliv naraščajočih koncentracij TiO2NC po 48 urah, in sicer pri najvišji 
































Slika 33: 48-urna inkubacija mitohondrijev kontrolnih LA4 celic, v originalni s STED posneti 
sliki, binarni in skeletni obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo 











Slika 34: 48-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:1, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 35: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 48-urni inkubaciji s TiO2NC, v 



























Slika 36: 48-urna inkubacija mitohondrijev LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:10,v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  









Slika 37: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 48-urni inkubaciji s TiO2NC, v 





























































































































































Slika 38: 48-urna inkubacija mitohondrije LA4 celic s TiO2NC, v razmerju med celično 
površino in površino nanodelcev 1:100, v originalni s STED posneti sliki, binarni in skeletni 
obliki (od leve proti desni). Obarvane strukture z rdečo in belo barvo predstavljajo posamezne  








Slika 39: Analiza dolžine mitohondrijev kontrolnih celic po 48-urni inkubaciji s TiO2NC, v 
razmerju med celično površino in površino nanodelcev 1:100 
 
 
Slika 40: Analiza dolžine mitohondrijev po 48-urni inkubacija mitohondrijev LA4 celic s 































Rezultati izvedenih poskusov kažejo, da TiO2NC vplivajo na morfologijo mitohondrijev LA-4 
mišjih celic pljučnega epitelija. Prav tako so spremembe v mitohondrijski morfologiji odvisne 
od koncentracije in časa izpostavljenosti TiO2NC. Pokazali smo, da je po 3-urni inkubaciji 
LA-4 celic z različnimi koncentracijami TiO2NC (1:1, 1:10 in 1:100; razmerje med površino 
celic in ND), dolžina mitohondrijev bistveno krajša od negativne kontrole oz. podobna 
pozitivni kontroli (H2O2) (Slika 20, 21, 22). Mitohondriji so bolj fragmentirani in sferični v 
primerjavi z negativno kontrolo (brez dodanih ND), kjer vidimo normalne dolge tubularne in 
razvejane mitohondrije. Rezultati kažejo, da ima 3-urna inkubacija s TiO2NC podobne učinke 
na morfologijo mitohondrijev kot 10 minutna inkubacija s 16.8 mM H2O2. Jendrach in sod. so 
pokazali, da 10 minutna inkubacija celic z 16,8 mM H2O2 po 1 uri značilno poveča nivo ROS, 
ki neposredno interagirajo z (fosfo)lipidi membrane in povzročijo fragmentirane 
mitohondrije, medtem ko po 24 in 48 urah nivo ROS zopet upade, mitohondrijska mreža pa se 
obnovi (38). To torej nakazuje, da verjetno H2O2 generira ROS, ki povzročijo fragmentacijo 
mitohondrijev. Ker so podobni fragmentirani mitohondriji nastali po 3 urah inkubacije LA-4 
celic s TiO2NC, kot tudi pri pozitivni kontroli (H2O2), lahko sklepamo, da je prišlo do 
povečanega nastanka ROS, ki neposredno interagirajo z mitohondrijski lipidi, proteini in 
mtDNA. Obstajajo študije, kjer trdijo, da je glavni mehanizem toksičnosti ND, indukcija 
ROS, tako ob prisotnosti kot odsotnosti fotoaktivacije (17, 19, 35, 36, 37). Obstajajo številne 
tehnike, ki omogočajo meritve znotrajceličnih ROS (npr. s pretvorbo dihidrorodamina 123 v 
rodamin 123), namreč od koncentracije ROS je odvisno, ali bo prišlo do prehodnih ali trajnih 
sprememb v mitohondrijski morfologiji (34, 38). Prav tako bi lahko pomerili nivo 
antioksidantov, namreč zmanjšana koncentracija SOD, pomeni porušeno redoks stanje v 
mitohondriju in oksidativne poškodbe, ki se lahko odražajo v fragmentirani mitohondrijski 
dinamiki. Oksidativni stres v mitohondriju lahko povzroča tudi nezmožnost za oksidativno 











Po 24 urah  inkubacije celic z TiO2NC smo opazili  daljše mitohondrije v primerjavi s 3-urno 
inkubacijo celic, kar nakazuje, da se je morfologija mitohondrijev že nekoliko obnovila ali pa 
so nastali novi mitohondriji (Sliki 31, 22).  Po 48 urah inkubacije celic s TiO2NC je bila 
dolžina mitohondrijev predvsem pri nižjih koncentracijah (1:1) še bolj podobna dolžini 
mitohondrijev kontrolnih celic, kar pomeni, da se pri dolgotrajni izpostavljenosti TiO2NC 
mitohondrijska mreža obnovi (Slika 40). Podobno so Jendrach in sod. po 24 in 48 urah opazili 
obnavljanje mitohondrijske morfologije in minimalno povečan nivo ROS, v primerjavi z 1-
urno inkubacijo (38). Čeprav v nalogi nismo preučili učinkov H2O2 na LA-4 celice po 24 in 
48-urni inkubaciji, ampak le po 3 urah, rezultati zopet nakazujejo, da je prehodna 
fragmentiranost mitohondrijev morda lahko posledica prehodnega porasta ROS. Iz Slike 40 je 
razviden tudi vpliv naraščajočih koncentracij TiO2NC po 48 urah, in sicer pri najvišji 
koncentraciji TiO2NC (1:100), je dolžina mitohondrijev tudi najkrajša, medtem ko je po 3-
urni inkubaciji tudi najnižja koncentracija TiO2NC (1:1) povzročila podobno fragmentirano 
mitohondrijsko mrežo.  
Mitohondrijska morfologija se lahko obnovi na več načinov. V študiji Jendrach in sod. so po 
izpostavljenosti celicam H2O2, ugotovili, da je po 48 urah prišlo do povečane fuzije tubularnih 
mitohondrijev oz. fuzijskih faktorjev in tudi do sinteze novih mitohondrijev; značilnega 
povišanje mRNA nivoja za peroksisomski proliferatorski aktivatorski receptor (PGC-1α), ki 
regulira transkripcijo mitohondrijskih proteinov. Ker spremembe v mitohondrijski morfologiji 
niso nujno povezane s spremembami v izražanju proteinov fuzije in fizije, bi v magistrski 
nalogi lahko preučili še nivo izražanja genov za dejavnike fuzije/fizije (npr. Mfn-1) (38).  
Iz študije Majaron in sod. lahko sklepamo na še en mehanizem, ki lahko pripomore k 
obnavljanju mitohondrijev, in sicer z nastankom bionanoagregatov na celični membrani LA4 
celic, ki so nastali šele po 48 urah (40). Nastanek bionanoagregatov na zunanji celični 
membrani LA4 celic po 48 urah inkubacije z TiO2NC v povezavi z obnovljenimi mitohondriji 
LA4 celic po 48-urni inkubaciji, nakazuje na enega izmed možnih mehanizmov celice, ki 
preprečuje potencialno toksičnost nanodelcev. V primeru, ko bionanoagregatov niso zaznali, 
je bila mitohondrijska morfologija precej spremenjena; opazili smo fragmentirane 
mitohondrije, kar nakazuje, da ND ob odsotnosti bionanoagregatov, neporedno z indukcijo 







Po drugi strani pa rezultati študije Majaron in sod. (40) in magistrske naloge nakazujejo, da bi 
fragmentacija mitohondrijev, lahko bila posledica povečanega metabolizma celice, ki je 
potreben za povečano proizvodnjo lipidov, ki sestavljajo bionanoagregate na zunanji celični 
membrani. Predvidevamo lahko, da pri 3-urni inkubaciji celica poveča metabolizem lipidov in 
proteinov, ki bodo ovili nanodelce, zato se posledično poveča tudi nivo ROS. Glavni 
proizvajalci ROS so mitohondriji, zato so primarne tarče oksidativnega stresa mitohondrijski 
proteini, lipidi in mtDNA.6 Po 24 in 48-urni inkubaciji nanodelcev z LA-4 pa je dolžina 
mitohondrijev negativne kontrole podobna dolžini mitohondrijev pri LA-4 inkubiranih s 




















6  MtDNA je bolj občutljiva na z ROS-posredovane poškodbe kot genomska DNA, saj ne vsebuje intronov in 







Nanodelci titanovega dioksida (ND TiO2) se zaradi svojih edinstvenih lastnosti pogosto 
uporabljajo v industriji, čeprav posledice izpostavljenosti ND TiO2  še niso povsem raziskane. 
V splošnem velja, da so ND TiO2 relativno varni, vendar nekatere študije kažejo, da 
izpostavljenost ND vodi v različna obolenja; azbestozo, silikozo, pljučno fibrozo, kronično 
vnetje in srčnožilne bolezni (7, 9, 15, 17,27, 28, 29, 30). Za interpretacijo potencialne 
toksičnosti nanomaterialov, je potrebno razumeti mehanizem interakcij nanodelcev z 
organizmom na celični ravni. Zaradi neraziskanih lastnosti omenjenih ND, smo s pomočjo 
superločljive konfokalne fluorescenčne mikroskopije STED raziskali vpliv TiO2NC na 
morfologijo mitohondrijev mišjih celic pljučnega adenoma LA-4. 
• Potrdili smo 1. hipotezo, da so spremembe v mitohondrijski morfologiji odvisne od 
koncentracije TiO2NC in predvsem časa izpostavljenosti TiO2NC. 
•  Pokazali smo, da je po 3-urni inkubaciji LA-4 celic, z različnimi koncentracijami 
TiO2NC (1:1, 1:10 in 1:100, razmerje med površino celic in površino nanodelcev), 
dolžina mitohondrijev bistveno krajša od negativne kontrole oz. podobna pozitivni 
kontroli (H2O2). Spremembe v mitohondrijski morfologiji bi tako lahko bile posledica 
povečanega nastanka ROS (Slika 22).  
• Po 24-urni inkubaciji celic s TiO2NC smo opazili daljše mitohondrije v primerjavi z 3- 
urno inkubacijo celic z TiO2NC, kar nakazuje da se je morfologija mitohondrijev 
začela obnavljati (Slika 31).  
•  Po 48 urah inkubacije celic z TiO2NC je bila dolžina mitohondrijev predvsem pri 
nižjih koncentracijah še bolj podobna dolžini mitohondrijev kontrolnih celic, kar 
pomeni, da se je pri dolgotrajni izpostavljenosti TiO2NC mitohondrijska mreža 
obnovila. Iz rezultatov vseh treh časov inkubacije, lahko potrdimo 2. hipotezo, da 
TiO2NC pri visokih koncentracijah 1:1 in 1:10, povzročajo le prehodne spremembe v 
mitohondrijski morfologiji (Slike 22, 31 in 40) oz. so netoksični za mitohondrije. 
•  Iz Slike 40 je razviden tudi vpliv naraščajočih koncentracij TiO2NC po 48 urah, in 
sicer pri najvišji koncentraciji TiO2NC (1:100), je dolžina mitohondrijev tudi 
najkrajša.  
• Obnovitev mitohondrijske integritete je kompleksen proces, v katerega so vpleteni 
številni mehanizmi kot so: Procesa fuzije in fizije, nastanek bionanoagregatov na 






potrebno še raziskati.  
• Z rezultati smo nakazali, da obstaja povezava med obnovitvijo mitohondrijske 
integrite in nastankom bionanoagregatov, zato lahko potrdimo 3. hipotezo, da je 
nastanek bionanoagregatov eden izmed mehanizmov, povezan z obnovo 
mitohondrijske mreže, saj ob odsotnosti bionanoagregatov opazimo fragmentirane 
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